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論 文 内 容 要 旨
炭 化 水 素 を資 化 す る微 生 物 が存 在 す る こ とは1895年 三 好 によ っ て発 見 され た が,一 般 には 炭
化水素 は生物 学的に 不 活性 の 化 合 物 と考 え らえ て い た 。 し か し1963年Champagnatら に よ り,ガ
スオ ィル か ら酵 母菌 体 を 製造 し 同時 に脱蠣 を 行 う研 究 が 発 表 さ れ て か ら微 生 物 工 業 との 関 連 に
お 夕・て こ の方 面 の 研 究 が盛 ん に な っ て きた 。 現在 で は 糸 状 菌,酵 母,細 菌 お よ び放 線菌 な ど 多数
の 微 生 物 によ って,構 造 の 簡 単 な気 体 炭 化 水 素 か ら複 雑 な 固体 炭 化 水素 に 至 るま でか な り広 範 囲
の多 種 多 様 な炭 化水 素 が作 用 を 受 け る こ とが 多 くの 研 究 者 に よ って 明 らか に さ れ て い る。
n一 パ ラ フ ィ ンを 微 生 物 の 生 育基 質 と した 場 合 の 生 成 物 に関 し て は,1948年Imelikら が
.P3働 面 皿伽 α3¢6働g`初3α を 用 い てn一 ヘ プ タ ンか ら酢 酸お よ びバ レ リア ン酸が生 成 す る こ と
を 明 らか に し て い る。 その 後,菌 体 蛋 白以 外 の 生 成 に関 し ては,ア ミノ 酸 と してL一 グル タ ミ ン
酸,ア ラニ ン,工 一バ リ ン,L一 フ ェニ ル ア ラニ ン,L一 チ トル リ ン,L一 ス レオ ニ ンお よ び.
L一 ホ モ セ リ ンが 得 られ,ビ タ ミ ン類 と して4一 、ケ トー7一 カ ロチ ン,リ ボ フ ラ ビ ン,ビ タ ミ ン
B6お よ び ビ タ ミ ンB12が 生 成 し,核 酸関 連 物 質 と して イ ノ シ ン,オ ロチ ン酸 およ びオ ロチ ジ ン酸
が 得 られ,抗 菌 性物 質 と して フル オ プ シ ンC,Fお よ び ピオ ルテ ォ リン が生 成 し,さ らに有 機 酸
と し て各 種 の ジ カル ボ ン酸お よ び ク エ ン酸 が生 成 す る こ と が報 告 さ れ て い る。 その ほ か油 脂,糖
類,色 素,酵 素な ど もn一 パ ラ フ ィ ンか ら微 生 物 によ って生 成 す る こ と が報 告 され てい る。
n一 パ ラ フ ィ ンを 基 質 に した 酵 母 菌 体 の製 造 に関 す る研 究 は,菌 体 が 蛋 白質 お よ び ビタ ミ ンB
群 を 豊 富 に含 む 食 料 ま たは 飼 料 源 と して,ま た核 酸 系 調 味 料 の 原 料 で あ るRNA源 と し て の 重 要
性 か ら近 年 盛 ん に な っ て きた 。 しか し有 用 菌株 の 自然 界 か らの 分 離 方 法,有 用 菌 株 の 分 類 学 的 研
究,培 養 学 的 研 究 お よ びn一 パ ラ フ ィ ンの 種類 と 資 化 性 に 関 す る硯 究 は,酵 母 によ るn一 パ ラ フ
ィ ンの利 用 に 関す る研 究 の 基 礎 を な す もの で あ る にも か 、わ らず,こ れ らの 研 究 報告 は少 な い 。
著 者 は これ らの 研究 の 重 要 性 を 認 識 し,本 研究 を 行 な った 。
n一 パ ラフ ィ ンを 基 質 に して 酵 母 菌体 を 製造 す る 場 合,発 生 す る培 養 熱 を 効 率 的 に 除 去 す るた
め に は,高 温 で 培 養 出来 るこ と が 極 めて有 利 で あ るこ とを 認 め,酵 母 と し て は比 較 的 高 温 で あ る
37℃ で増 殖す るn一 パ ラフ ィ ン資 化 性 酵 母を 自然 界 か ら分 離す る こ と に成 功 した 。
n一 パ ラフ ィ ン資 化性 酵 母 の 自然界 か らの分 離方 法 と して,ω 唯 一 の 炭 素 源 と してn一 パ ラ フ
ィ ンを 含む 平 板 培 地 に直 接 土 壌等 の 分 離 源 を撒 き,そ こ に増 殖 し た酵 母 の集 落 を 分 離す る平 板 培
養 法,(2叛 ロ培 養 フ ラ ス コ に1個 の 分 離源 を 入 れ振 盈 培 養 の繰 返 しに よ る通 常 の 集 積 培 養法 お よ
び(3)多数 の 分 離 源を 同 時 に加 え た条 件 下 にお け る ジ ャ ーフ ァー メ ンタ ー に よ る集積 培 養法 の3種
の 方 法 を比 較 検 討 した結 果,ジ ャー フ ァー メ ンタ ー に よ る 集積 培 養 法 が,n一 パ ラフ ィ ン資 化 性
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能 の高 い 菌株 を得 る た め に は最 も効 果 的 な方 法 で あ る こ とを 見 出 し た。 この こ とは 単 にn一 パ ラ
フ ィ ン資 化 性 酵 母 の分 離方 法 の み で は な く,一 般 に集積 培 養法 に よ って 目的 に合 った 微 生 物 が 分
離 出来 る場 合 に同 様の 傾 向 を 示 す と考 え られ,今 後 の 集 積 培 養 法 に ょ る 微 生 物 の 分 離 に 新 しい 方
法 を示 し た。
自然 界 か ら分 離 し たn一 パ ラ フ ィ ン資 化 性 酵 母284株 の う ち,振 盟 培 養 で 良好 に 増 殖 し た21
株 につ い て,ジ ャー フ ァーメ ンタ ー で 培 養 を 行 い,培 地 中 に添 加 したn一 パ ラ フ ィ ン に対 す る
菌体 生 成 率 お よ び生 成 し た菌 体 の 蛋 白含 量 を 測 定 した 。 ζの う ち菌 株MT-Y-8は 菌 体 生 成 率
95.5%,蛋 白含 量6L8%と 高 い 値 を 示 した。
37℃ で 良 好 に増 殖 す るn一 パ ラ フ ィ ン資 化 性 酵 母21株 の分 類 学 的 性 質 を検 討 した 結 果,す
べ て無 胞 子 酵 母類Cryptococcaceae科 の 中 の0α π面 面 属 酵 母 で あ り8種 に 分類 され た 。 しか
し半 数 以 上(12株)は0.磨Op`・ α面3と 同定 され た。 そ の 他 の もの は(λ α助`・ ⑳3(2株),
α30♂ α幅(2株),(∴ 論 翻 ア脚d⑩(1株),(∴ 働go8α(1株)お よ び0.pα6αp認 ♂o廊3(1
株)と 同 定 さ れ,他 の1株 は新 種 と判 明 し0.肋 ∫嗣 π3加GotoetAsaiSp.nov.と 命 名 した 。
0.肋 ノ粥 π認3の 形 態 学 的 性 質 お よ び生 理 学 的 性 質 を 詳 細 に 検 討 した 結 果,α 彦げ 麗 π3甜 は
α 加 賜 面 と類 縁 で あ るが,あ る種 の 炭 素 源 の 発 酵 能 お よ び 資 化 性 能,最 高 生 育 温 度 等 が異 な っ
て い た。 現 在 まで に多 数 のn一 パ ラ フ ィ ン資 化 性 酵 母 が 分 離 同 定 され 報 告 され て い る が,こ の結
果 の よ う にo.ケ0炉 ・α%3に 同 定 され る菌株 が 特 に 多 い こ とは な か った 。 本結 果 が半 数 以 上
α 加OP訪 妬 諏 で あ った 理 由 は,37℃ で 良好 に増 殖す る 菌 株 の み 選 択 した結 果 と考 え られ る。
従 来 報告 され たn一 パ ラ フ ィ ン資 化性 酵 母 の 培 養 至適 温 度 は主 に30℃ 前 後 で あ る。
0.肋 メ砺 π認3MT-Y-8は30℃ か ら40℃ の広 い 範 囲 で 最高 の 菌体 増 殖 を 示 した 。至 適培 養
pHは5.0以 上 で あ りpH3.5で は 明 らか に 菌体 収 率 が 低下 し た 。 低pHで 培 養iする こ とは,細 菌
によ る汚 染 の 防 止 の た めに 工業 上 重 要 な こ とで あ ると考 え られ た の で,ジ ャ ーフ ァ ーメ ンター を
使 用 してpH3.5に 馴 致 培 養iした と こ ろ,順 次 に 菌体 収 率 は増 加 し,や が て ・pH5.0の 場合 と同 一
の菌 体 収 率 が 得 られ る まで 馴致 す る こ と に成 功 した。 馴致 後 の 菌体 の 蛋 白含 量 は56.4%で,30
℃,pH5,0の 場 合 は57.3%,30℃,pH5.0で 糖質 培地 の 場合 は58.9%で あ り,培 養i条件 に
よ る蛋 白含 量 には あ ま り大 差 は 認 あ られ な か った 。
n一 パ ラ フ ィ シの 種 顛 と酵 母 によ る資 化 性 との 関係 に つ い て ,客n一 パ ラ フィ ンを 単 独 に使 用
した 場合,n一 パ ラ フ ィ ンをpristane溶 液 と して 使 用 した場 合 お よ びn一 パ ラ フ ィ ンの混 合 物
と して使 用 レ た 場 合 の ・通 りに つ い て 検 討 し た・ 供 試 菌株 と して … 岬 ・ 彦碗 ・戚 ・MT-Y
-8お よ び0 .ア%go3αJF-114を 用 い た が,両 菌株 とも類 似 した 資化 性 の パ タ ー ンを 示 した 。
各n一 パ ラ フ.インを 単独 に使 用 した 場合 は,各n一 ・パ ラフ ィ ンの 資化 性 は従 来 か ら報 告 され て
い る結 果 と.同じ傾 向を 示 し た。 す な わ ちn-octane(C8)よ り分子 量の 小 さ い 皿一 パ ラ フ ィ ン
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は 資 化 さ れ な い 。 』n_nonane(Cg)か らn一.octadecane(C18)ま た はn_nonadecane(Clg)ま
で の 液 体 のn一 パ ラ フ ィ ン は 牙 子 量 が 増 加 す る に つ れ て そ の 資 化 性 も 増 加 し,n-nonadecane
ま た はn-eicosane(C2。)よ り 分 子 量 の 大 き い 固 体 のn一 パ ラフ ィ ンは ほ とん ど 資 化 され な か った 。
n一 ペ ラ フ ィ ンをpristane溶 液 に し た 場 合 は ,h-octaneよ り 分 子 量 の 小 さ いn一 パ ラ フ ィ
.ンは 単 独 使 用 の 場 合 と 同 様 に 資 化 さ れ な か っ た が ,n-nonaneか らn一 ・undecane(CH)ま た は
n-dodecane(C、2)お よ び 固 体n一 パ ラ フ ィ ン の 資 化 性 は 単 独 使 用 の 場 合 よ り 著 し く増 加 し,逆
に 分 子 量 の 大 き い 液 体n一 「パ ラ フ ィ ンの 資 化 性 は 減 少 し た 。 そ の 結 果.n.一nonaneよ り 分 子 量 の 大
き いn一 パ ラ フ ィ ン の 資 化 性 は 大 略 同 一 に な っ た 。 こ の こ と はpristane溶 液 に し て も 非 資 化 性
のn一 パ ラ フ ィ ン を 資 化 可 能 なn一 パ ラ フ ィ ン に 変 化 さ せ る こ と は 出 来 な い こ と,資 化 可 能 な
n一 パ ラ フ ィ ン に 関.し て は.pristane溶 液 に す る こ と に よ って,n一 パ ラ フ ィ ン単 独 の 場 合 に は
存 在 し て い た 物 理 的 性 質 の 相 異 が ほ と ん ど 消 失 し,そ の 結 果,資 化 性 も ほ ゴ同 一 に な っ た こ と を
示 し て い る と 推 定 さ れ た 。n一.パ ラ フ ィ ン 単 独 お よ びpristane溶 液 に し て 培 地 に添 加 し た 場 合
の 資 化 性 に 関 し て は,菌 株MT-Y」8の 場 合 をFig.i,菌 株JF一114の 場 合 をFig.2に 示 し た 。.
固 体nLパ ラ フ ィ ン の 場 合,prlstane.溶 液 に す る こ と に よ っ て 資 化 性 が 著 し く増 大 す る の は,
基 質n一 パ ラ フ ィ ン が 固 体 か ら 液 体 に 変 化 し た た め と考 え ら れ る 。Fig.3に 菌 株MT-Y-8に よ
る.n-octadecane(C18,mp28.2℃),n一 益onadecane(C、glmp321℃.)お よ びn一 、eico一 .
sゴne(C20,mp36.8℃)の 資 化 性 を30℃ お よ び35℃,単 独 使 用 の 場 合 お よ びpristane溶









































































o一 一4ぞ ～solutionofπ 一paごa-
ffininpristane
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に は低 分子 の 翠一パ ラフ ィ.ンの方 が先 に消 費 され た。 そ の結 果 に つ い て菌 株MTrY-8の 場 合 を

















































































































pristane溶 液 の場 合 に は,増 殖 した 菌体 量 で各n」 パ ラ フ ィ ンの 資 化 性 を 測 定 し,混 合 物 の 場
合 に は消 費 さ れ たn一 パ ラフ ィ ンの 量 で資 化性 を 測 定 して い るの で 直 接 比 較 す る こ と は出来 な い
が,各 々 の場 合 に異 な った結 果 を示 した こ と は興 味 深 い。.
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n一 パ ラフ ィ ン資 化 性 良 好 な 酵 母21株 に つ い て酢 酸 資 化性 を検 討 し た結 果
,酢 酸 の濃 度 が
0.5%の 場 合 に は 全 菌株 増 殖 した が,濃 度3。0%の 場 合 は1株 の増 殖せ ず ,n一 パ ラ フ ィ ンや 糖
質 培 地 の場 合 と異 な り,増 殖 が 基質 濃 度 に強 く影 響 さ れ る こと が判 明 した。』n一 パ ラ フ ィ ン以 外
で安 価 な発 酵 原料 に な り得 る石 油化 学 製 品 と して メ タ ノ ー ル に注 目 し,自 然界 か らメ タ ノ ール 資
化性 酵 母 を 分 離 し,そ の うち 資 化性 能 の 高 い ク株 につ い て 分類 学 的 検 討 を行 な った結 果,1株 は
Candidaboidinii,1株 はPichiapastoris,'他 の5株 は同 一 種でPichia属 に属 す る薪 種
と判 明 し,Pichiamethanolicaと 命 名 し た。
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審 査 結 果 の 要 旨
安 価 なn一 パ ラ フ ィ ンを 基 質 に し た酵 母菌体 の 製造 に関 す る研 究 は,菌 体 が 蛋 白質 お よ び ビ タ
ミ ンB群 を 豊 富 に含 む 食 料 また は 飼 料 源 と して の 重 要性 か ら近年 著 し く盛 ん に な って き た。 しか
し有 用 菌 株 の 自然 界 か らの 分 離 方 法,有 用 菌株 の 分 類 学 的研 究,培 養学 的 研究,酵 母によるn一 パ
ラ フ ィンの 資 化 性 の 研 究 は,酵 母に よ るn一 パ ラフ ィ ンの利 用 に 関 す る硯 究 の 基 礎 を な す もの で
あ る に もか 》わ らず,こ れ らの 研究 報 告 は 少 な い。 著者 は これ らの研 究 の重 要 性 を 認 識 し,本 研
究 を行 な っ た。
有 用 菌 株 の 自然 界 か らの 分 離 方 法 と して従 来 か ら行 わ れ て い る 平 板 法,振 盤 培 養 に よ る集 積 培
養 法 お よ び ジ ャ ー フ ァーメ ンタ ーに よ る集積 培 養 法 に つ い て 比較 検 討 した 結果,ジ ャー フ ァー メ
ンタ ーに よ る集 積 培 養 法 が 最 も効 率 的 な方 法 で あ るこ とを 見 出 した。
酵 母 と して は比 較 的 高 温 で あ る37℃ で増 殖 す る 多数 のn一 パ ラフ ィ ン資 化 性 酵 母 を 自然界 か
ら分 離 し,そ の 中 で 特 に 良好 に増 殖す る21株 につ い て 分類 学 的 検 討 を 行 な った結 果,何 れ も無
胞 子 酵 母に 属 し,新 種 を 含む8種 に 分類 され た。 しか し半 数 以 上 は0α 記 掘 α ケo炉 ・¢面3で あ
った 。 新 種 はoα π面 面 肋!駕 π認3と 命 名 した が,こ の 菌は 菌 体 収 率,菌 体 中の 粗 蛋 白 含量 と も
分 離 菌 株 中 最 高 で あ り,工 業 上有 用 菌株 で あ った。0α π面 面 肋 ∫切 π3話 に つ い て 種 々の 培 養 条
件 を検 討 し,工 業 上 妥 当 と考 え られ る培養i条件(37・ ℃,pH3.5)に 馴 致 培 養す る 蔦 とに成 功
した 。
n一 パ ラフ ィ ンの 種類 と 酵 母 に よ る その 資 化 性 との 関 係 につ い て種 々検 討 し ,新 しい事 実 が発
見 され た。n一 パ ラ フィ ンをpristane溶 液 に して 酵 母 に よ って 利 用 させ た場 合 はn-C8よ り分
子 量 の 小 さ いn一 パ ラフ ィ ンは 単 独 使 用 の 場 合 と同 様 に 資 化 され なか っ たが,n-Cg,n-G1。,
n-C11お よ び 培 養 温 度 で固 体 のn一 パ ラ フ ィ ンの 資 化 性 は 単 独 使 用 の 場 合 よ り著 し く増 加 し ,
逆 に分 子 量 の大 きい 液体n一 パ ラ フ ィ ンの 資 化 性 は 減少 した 。 そ の結果Cg以 上 のn一 パ ラ フ ィ ン
の 資 化 性 は大 略 同一 に な った。 こ の こ と はpristane溶 液 にす る こ と によ って,n一 パ ラフ ィ ン
単 独 の場 合 に は存 在 して い た物 理 的性 質 の相 違 がほ とん ど消 失 し,そ の 結 果 ほ ぼ 同 一 の 資化 性 が
得 られ た と推 定 さ れ た。C、1～C2。 の 混 合 物 と し て 使 用 し た 場 合 は 低 分 子 の 方 が先 に 消費 され
た。n一 パ ラフ ィ ンの単 独 使 用 の 場 合,pristan「e溶 液 の 場 合,混 合 物 の 場 合,そ れ ぞ れ異 な っ
た 資 化性 を 示 した こ とは極 あ て興 味 深 い。
n一 パ ラフ ィ ン以 外 の安 価 な石 油化 学製 品 と レて 酢 酸 お よ びメ タノ ー ル に注 目 し,新 種 の メ タ
ノ ール 資 化 性 酵 母を 発 見 し た。
これ らの研 究,発 見 は 微 生 物 学 のみ な らず 工 業 上 に も大 きな 意 義 が あ る と考 え られ,学 位 論 文 ・
と して価 値 あ る もの と信 ず る。
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